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　 ヒ ト口腔内には,様 々な微生物が常在 して口腔
微生物叢を形成 している。その中には真菌である
Candida　albicans(C.　albicans)も含 まれる1,2)。
　通常,そ れ らの微生物が病原性を発揮 して感染








　 口腔カンジダ症の研究では,実 験動物 を用いて
ヒ トの口腔 カンジダ症 に類似 した病変 を起 こさせ
る試みが行われている。使用 される動物 としては,

















条件設定に新たに取 り組み,再 現性のある条件 を
確立することを試みた。 ヒ トにおける口腔カンジ









口腔内の細菌の総数 を減少 させる。そして,後 か
ら接種 したC.albicansがカンジダ症 を起 こしや
すくさせ る1，10,15)。次に副腎皮質ホルモンのプレ ド
ニゾロンをマウスに投与することで,マ ウスの感
染防御システ ムを低下 させ る。 これ らの処置 に
よって,接 種 したC.albicansが日和見感染症と
しての口腔 カンジダ症 を起 こしやす くさせ る1，10,15)。
上記二つの実験手順によって口腔カンジダ症を起
こす ことが可能になると考える。





　 それ らの条件設定の有効性 を確認す るために,
従来は定着 したC.albicansの菌数,口 腔内の炎
症症状を指標 としてきた1,10,11,14,15)。





性サイ トカインは,感 染防御において大 きな役割







　 1.使 用 したC.albicansの菌株 とその調整
　 高 齢 者 の 口 腔 内 か ら分 離 し たC.albicans
OH-1株を使用 した。 この菌 株 は,マ ウスの舌 に
接種 す るこ とで 白苔 が形成 され ることを認 めてい
る14)。
　OH-1株を1枚 の カ ンジダGs培 地(栄研,東京)
に接 種 して,37℃ 好気 条件 下で24時間培養 した。
増殖 した コロニ ーを回収 して,1%ウ シ胎 児血清
(GIBCO,　Carlsbad,　CA,　UsA)含有RPMI1640
培 養 液(sigma,　St.　Louis,　MO,　USA)5ml中
に浮遊 させ,菌 数 を1013個/mlに調整 した もの を
使 用菌液 と した。
　 2.マ ウスの感染実験
　 感染実験 は奥羽大学 動物実験 委員会の承 認 を得
て,動 物実験 規程 に従 って行 った。マ ウスは,4
週齢 か ら5週 齢 の雌性ICRマ ウス(日 本 ク レア,
東京)を 使用 した。飼 育 は奥 羽大学実験 動物研究
施設 内の安全 キャ ビネ ッ トを使 用 して,飲 用水 と
マウス用飼料 を自由 に摂取 させた。飲 用水 は,水
道水 もしくは所定 の濃 度 の塩 酸 クロル テ トラサ イ
ク リン(武 田 シ ェリング ・ブ ラウアニマルヘル ス,
大 阪)含 有水道水 を,飼 料 はすべ てマ ウス用飼 料
(オリエ ンタル酵 母,東京)を 使用 した14,15)。なお,
実験 はすべ て1実験 群 に付 き5匹 を使 用 した。
　 3.マ ウスへのC.albicansの接種
　 マ ウスに0.2mgのプ レ ドニ ゾ ロン(共 立 製薬,
東京)を 皮下注 射 した。 同時 にマ ウスの飲料 水 を
水道水 か ら塩 酸 クロル テ トラサイ ク リン含有 水道
水 に変 更 した。 その24時間後 に鎮静 を 目的 と し
て0.1mgのク ロル プ ロマ ジ ン塩 酸塩(和 光 純薬,
大 阪)を 後肢 大腿 部 に筋 肉注 射 し,そ の20分後
に鎮静 したマ ウスの舌 に調整 した菌液 を接種 した。
具 体 的 に は綿棒 を菌 液 に浸 し,そ の 綿棒 を10秒
間マ ウスの口腔 内 に挿 入 してC.albicansを感染
させ た14,15)。綿棒 に含 まれ る菌 液 量 は0.1mlであ
るた め,そ れ に含 まれ る菌 数 は1012個で あ った。
　 4.マ ウス舌組織 中のC.albicans菌数 とサ イ
　 　 トカイン産 生量の測定
　 C.albicansを感染 させ,3日 間経 過 したマ ウ
スを頸椎脱 臼に よって屠殺 した。それ らのマ ウス
の舌 を先 端 か ら5mmの 位置 で切 断 し,5mlの
生理食塩 水 を入れ たプ ラスチ ックシャー レ内で舌
組織 を ピンセ ッ トで ほ ぐ して細 か い断 片 と した。
舌 組織 断片 の入 った溶液 を15mlのプ ラスチ ック
チュー ブに移 した。 チ ューブ をよ く撹拌 して か ら,
0.1mlを採 取 して カ ン ジ ダGS培 地 に接 種 後 に
37℃で好 気培 養 を行 っ た。 出現 した コ ロニ ー数
か ら,マ ウス舌 組織 中のC.albicans菌数 を測 定
した14,15,25)。
　 ま た,こ の 舌 組 織 断 片 の 入 っ た 溶 液 中 の サ イ ト
カ イ ン を 定 量 す る こ と で,舌 組 織 の サ イ トカ イ ン
産 生 量 を 求 め た 。 サ イ ト カ イ ン は マ ウ スELISA
キ ッ ト(eBiosciences,　Franklin　Lakes,　NJ,　UsA)
を 使 用 し て,マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー(モ デ ル
680:Bio-Rad　Laboratories　Inc.,　Hercules,　CA,





　 5.統 計 処 理
　 統 計 処 理 はone-way　analysis　ofvarianceを用
い た 分 散 分 析 の 後,Bonferroni　or　Dunn　method





用水に塩酸クロルテ トラサイクリンを含有 させ る。
その含有量を決定するための実験 を行った。図1
に示すように,8mg/mlの塩酸 クロルテ トラサイ
クリンを含有 した水道水 を5日 間飲用 した場合 に








か ら,舌 を切断して組織中の細菌数 を調べた。そ
の結果,舌 組織中の総細菌数は水道水を飲用 させ
た場合 と比較 して,有 意な減少が認め られた(図






口腔 内にはC.albicansが常 在 してい ない こ とを
確 認す る必要 が ある。 また,今 回の実験 におけ る
飼育環境 で はC.albicansが感 染処 置 を しない場
合 には感染 しない こと も確 認 しな くて はな らない。
そのた め,感 染 実験 に使 用 したマ ウス と同 じ条
件の マ ウス20匹を同一 条件 下 で3日 間 飼育 して
か ら,舌 を切 断 して組織 中のC.albicansを調 べ
た。 その結 果,C.albicansが検 出 され た マ ウス
は皆無で あった。 同様 な実験 を再度繰 り返 したが,
同 じ結果 で あ っ た(表1)。 これ らの 結果 か ら,
非感染 マ ウスの 口腔 内にC.albicansは常 在 しな
い ことが明 らかにな った。






て何 らの処置 を行わなかった。2群:感 染24時
間前から塩酸クロルテ トラサイク リン4mg/ml含
有水道水 を飲用水 とした。3群:プ レドニゾロン
2mgを投与 した。4群:感 染24時間前か ら塩 酸
クロルテ トラサイクリン4mg/ml含有水道水 を飲
用水とし,プ レ ドニゾロン2mgを投与 した。
　結果は図3に 示 したように,塩 酸クロルテ トラ








水 を飲用水 とし,プ レ ドニゾロ ン2mgを投与24
時間後にC.albicansを舌に接種 した。感染3日
後の舌 を切断 したものを図4に 示す。感染マウス






水 を飲用水 とし,プ レ ドニゾロン2mgを投与24
時間後にC.albicansを舌 に接種 した。その3日
後に舌 を切断 して,サ イ トカインの中でケモカイ
ンとしての作用を示すMIP-1αとMCP-1の産生







　次 に,炎 症性 サ イ トカイ ンと して作用す る
IL-1αとTNF-αについて も同様に調べた。その
結果,IL-1αは非感染マウスと比較 して有意に
高い産生 が認め られ たが,TNF-αはMCP-1の





そのため,こ のサイ トカインについて も調べた。
図7に 示す ように産生は認められたが,非 感染マ
ウスと比較 して有意差は認められなかった。




　 そのため,本 実験では初 めにC.albicansの口



















ク ロル テ トラサ イク リン4mg/ml含有水 道水 を飲
用 させ た場合 に,マ ウス口腔 内の総菌 数 は塩 酸 ク
ロル テ トラサイ ク リン非含 有の水道 水 を飲用 させ
た場合 と比較 して大 き く低 下 して いた。 この濃 度
の塩 酸 ク ロル テ トラサ イ ク リンの飲用 によって,
マ ウス 口腔 内の細菌 の 多 くは死滅 した ことか ら,
C.albicansが定 着 しやす い 口腔環 境 に なって い
ると考 えられ た。
　 しか し,マ ウス舌組 織 内 に多数 のC.albicans
が定着 す るには,図3に 示 すよ うにプ レ ドニ ゾ ロ
ンの 投与 が必 要で あ った。 この理 由 と して は,
長期間 の塩 酸 クロルテ トラサイ ク リン投 与 による
口腔 細菌 の減少 ではな く,短 期 間(4日 間)の 投
与 によ る一過性 の減 少 で あ るため にC.albicans
の充 分 な定着 が誘導 され ないため と考 え る。
　 次 にC.albicansを感染 させ た舌組織 中 か らは,
非感 染 マ ウス と比較 してMIP-1αとIL-1αの有
意 に高 い 産 生 が 認 め られ た。 しか し,MCP-1,
TNF-α,さ らにIL-17は差 が認 め られ なか った。
これ らの ことか ら,C.albicansによって誘 導 さ
れ るサ イ トカイ ン産 生 では,選 択性 が ある可能性
が示 された。
　 IL-17は,ヘル パ ーT細 胞17型(T　helper　17
cell,　Th17細胞)が 産生 す るサ イ トカイ ンで真菌
感 染 防 御 の要 と な る。IL-17は宿 主 の細 胞 か ら,
好中球 や単球 を感 染の場 に集め るためのケモ カイ
ン産 生 を誘 導 す る26～28)。加 えてTh17細胞 は,マ
クロフ ァー ジによ るC.albicans貪食 を促 進す る
こ とが報 告 され て い る26～28)。Th17細胞 の 機能 低
下 は,真 菌 感染症 の重篤化 を招 くと考 え られ る。
　 しか し,感 染1日 前か ら塩 酸 クロル テ トラサ イ
ク リンを飲 用 させ,プ レ ドニゾ ロンを投 与 した マ
ウスにC.albicansを感染 させ た今 回の実験 で は,
IL-17の産 生量 が非感 染 マ ウス と変 わ らなかっ た。
この ことが感 染3日 後 の舌表面 に著名 な白苔の形
成 と舌組 織 中でC.albicansの増殖 が認め られ た
原 因の一つ とも考 え られ る。
　 プ レ ドニゾ ロンは,抗 炎症作用 と免疫抑制 作用
を示 す ス テ ロイ ド剤 で あ る10,14,15)。また,テ トラ
サ イク リン系抗 菌薬の ミノサ イク リンと ドキシサ
イク リンが炎症性 サ イ トカ イン産生 に対 して抑 制
的 に作 用す る ことが報告 されて いる29，30)。
　感 染の1日 前 か ら塩酸 ク ロルテ トラサ イク リン
を飲 用 させ,プ レ ドニ ゾロ ンを投 与 した こ とが,
IL-17の産生 亢進 が認 め られ ない原 因 とな る可能
性 があ る。 しか し,塩 酸 ク ロル テ トラサ イク リン
の サ イ トカ イ ン産 生 に対 す る抑 制 効 果 は,in
vitroにお け る ヒ ト細 胞 へ の 添 加,も し くはin
vivoにお け るマ ウス腹 腔 へ の投 与 に よ る もの で
あ る29,30)。さらに,MIP-1αとIL-1αで は産生 が
抑 制 されず に亢進 して いた。 その ため,IL-17の
有 意 な産生 が認め られ なか ったのは,塩 酸 ク ロル
テ トラサイ クリンおよびプ レ ドニ ゾロ ンの感 染前
か らの処置 に よるものでは ない と考 え られ る。む
しろ,C.albicansによ り誘導 され るサ イ トカ イ
ン産生 に選択性 が認 め られ るこ とが,原 因 として
考 え られ る。具 体 的 には,C.albicansを構 成 す
る様 々な菌体成 分 に対 す る宿主細胞 の持つ レセ プ
ターによる認識 とそれ に続 くサ イ トカ イ ン産生 ま
での メカニズ ムの違 いで ある31)。
　 C.albicansの感 染 に よ って産生 が認 め られ た
MIP-1αは単球,リ ンパ球,好 中球,好 塩 基球,
マ ス ト細胞 か ら産生 され,単 球,樹 状細 胞,T細
胞,Nk細 胞,好 酸球,好 塩基球 を遊走 させ る作
用 を示 す ケモカ インの1種 で あ る32)。した がって,
MIP-1αの産 生 は侵 入 した真 菌 を早 期 に貧 食 ・
殺菌す ることに繋 が り,微 生物感 染が生 じた際 に
この よ うな白血球 を遊走 させ るケモ カイ ンが産生
され るのは感染防御 に極 めて重要 で ある32)。
　 MIP-1αは他 のサ イ トカ イ ン産 生 を誘 導す る
作 用 もあり,こ の こ とも真菌 を宿主の体 内か ら排
除す ることに貢献 してい る2,32,33)。しか し,MIP-1α
はC.albicansの感 染 に対 して起 こる急性 炎症 で
重 要 な役割 を担 うケ モ カ イ ンで あ る2,34)。その た
め,過 剰 なMIP-1αの産 生 は宿 主 に傷害 を もた
らす 可 能性 もあ る。MIP-1αに対す る抗 体 をマ
ウス に投 与 す る と,IL-1βとTNF-α の産 生 が
抑 制 され て炎症 反応 も抑制 され る2)。
　 実 際,C.albicansは宿主 か らの ケ モカ イ ン産
生 を強 く誘導 す ることが証 明 されて い る22,34,35)。
　 しか し,MIP-1αと同 じ くケモ カ イ ン に属 す
るMCP-1は産 生 が認 め られ なか った。今 回 の実
験 で使 用 したC.albicans　OH-1株をin　vitroの
実験系 でマ ウスマ クロフ ァー ジ様細胞株 に感染 さ
せ た場 合 は,MCP-1が 大 量 に産 生 され た。 この
違 い は,in　vivoにお いて複 数種 の宿主 細胞 がC
albicansを認 識す る場合 とin　vitroにおいて単一
の細胞 種 が認識す る場合 で は,継 続 して起 こる細
胞 内での シグナル伝達 系 に差異 を生 じるため と考
え るが,今 後の検討 課題で ある。
　 また,MCP-1の 産生 が認 め られ なか っ た こ と
はC.albicansに対 す る感 染防御 の 面で は,プ ラ
ス に作用 す る と考 え られ る。MCP-1は未分 化 ヘ
ル パ ーT細 胞 をTh2細胞 に分 化 させ る ことで液
性 免 疫 を促 進 す ると され る23,36,37)。C.albicansの
感 染 防 御 の 中心 は細胞 性 免疫 で あ る26,28)。Th2細
胞 が 多 くなれ ば,C.albicansに対 す る細胞 性 免
疫 機 能 は低 下 し,C.albicansが体 内 か ら排 除 さ
れに くくな るためで ある。
　 その他,産 生 が認 め られ たサ イ トカ インで あ る
IL-1αは,白 血球 の 血管 外 へ の遊 走 を促 進 す る
と共 に毛細 血管や線 維芽細胞 の増殖 を もた らして
炎症 反応 の形成 に関 わ る35,38)。す な わち,感 染初
期 において真菌感染 に対 して防御的 に作用す るサ
イ トカイ ンで あ る。 また,そ の産生 量 はMIP-1α
の約10倍で あ った。 した が って,実 際 の マ ウス
の 口腔 カ ンジダ症 にお ける炎症 の形成 に は,他 の
サ イ トカ インよ りも重要 な役 割 を果 たす と考 え ら
れ る。In　vitroの実 験 系 で,　C.albicansをヒ ト
歯 肉上皮 細胞 に感染 させ た場 合 はIL-1αの有 意
な産 生 が認 め られ た。 しか し,TNF-α の産生 は
認 め られず に今 回の結果 と一致 していた22)。
　 これ らの結果 が示す よ うに,サ イ トカイ ン産 生
は感 染す る微 生物 の種類,あ るいはin　vivoかin
vitroかの実 験系 に よって も大 きく異 な る。 しか
し,今 回 の よ うなin　vivoの実 験 系 は,よ りヒ ト
の口腔 カ ンジ ダ症 の 発現 を再現 で き ると考 える。
カ ンジダ症 の治療 には,従 来 か ら行 われ てい る抗
真菌 薬の投与 のみで な く,抗 菌物 質や プロバ イオ
テ ィクスを用 い る試 み も行われ よ うと してい る39)。
　 この よ うな新 たな治療 方法の評価 で は,in　vivo
の感 染実験 は必須で あ ると考 え る。今 回のマ ウス
モデルで は,カ ンジダ症 の防御 で最 も重要 なサ イ
トカ イ ンのIL-17の産生 が舌で認 め られ た。 この
こ とは,抗 真菌 薬以外 の新 たな治療 法 の効 果判定


























































安 部 茂:マ ウ ス 口 腔 カ ン ジ ダ 症 モ デ ル の 開 発
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